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Choroby cywilizacyjne
— terapeutyczne zastosowania
strategii antysensu

Wprowadzenie i aspekty ogélne

Jednym z najwiekszych osiagnie¢ medycyny XX w. byly antybiotyki. Bez zadnej
przesady mozna uznac te grupe lekéw za cudowne panaceum. Jednakze wspétcze$nie
wiemy o kilku zasadniczych ograniczeniach w stosowaniu antybiotykéw. Po pierwsze,
opornosé na kolejne, coraz lepsze generacje lekéw. Po drugie - antybiotyki to leki usu-
wajace (leczace) skutki, a nie przyczyny. Korzystniejsze spolecznie i ekonomicznie jest
usuwanie ,Zrédel” choroby.

W ciagu ostatniego wieku w gospodarce, a co za tym idzie — w §rodowisku natural-
nym zaszly ogromne zmiany. Rozwdj przemystu, degradacja Srodowiska oraz specyficz-
ny tryb zycia mieszkancéw wielkich aglomeracji przyniosly negatywne rezultaty w posta-
ci chordéb cywilizacyjnych, ktére pochlaniaja codziennie tysiace istnieri. Naleza do nich
nowotwory, choroby ukladu krazenia, alergie i inne. Jednocze$nie przedtuzenie zycia
spowodowatlo dramatyczny rozwdj choréb zwigzanych ze starzeniem sie spoleczeristwa.
A to wlasnie jakos$¢ zycia ma Scisly zwiazek z rozwojem choréb cywilizacyjnych, w §lad
za tym nastepuje konieczno$¢ poszukiwania nowych preparatéw farmaceutycznych.

Mozemy nakreslié¢ bardzo umownie schemat rozwoju réznych generacji lekéw:

1) Lekinaturalne - sa to preparaty wystepujace w przyrodzie, zazwyczaj znane od daw-
na, a wspolczesnie czesto syntetyzowane chemicznie. Doskonalym przykladem ta-
kiego preparatu jest kwas sulfosalicylowy, powszechnie znany na swiecie jako aspi-
ryna, a w Polsce - polopiryna.

2) Lekiwystepujace w srodowisku, ktérych otrzymanie wymaga stosowania nowoczes-
nych technologii. Przykladem doskonatym sg wlagnie antybiotyki, ktére produkowa-
ne sa na duza skale w biofermentorach i modyfikowane metodami enzymatycznymi.

3) Leki opracowywane na podstawie znajomo$ci struktury molekularnej czynnika
odpowiedzialnego za chorobe; najlepszym przykladem ilustrujacym ten przypadek
sa nowoczesne szczepionki monoklonalne.

Dr Kamila Bakowska-Zywicka, mgr Agata Tyczewska, prof. dr hab. Tomasz Twardowski, Instytut
Chemii Bioorganicznej PAN, Poznan
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4) Preparaty dostosowane do genomu indywidualnego pacjenta lub organizmu choro-
botwdrczego. Jest to istotne, wrecz zasadnicze, w odniesieniu do choréb uwarunko-
wanych genetycznie. Taka strategia stata sie mozliwa dopiero po poznaniu struktury
genomu czlowieka czy tez organizmdéw chorobotwdrczych.

Oczywiscie, dopiero te dwie ostatnie strategie prowadza do profilaktyki, a zatem do
zapobiegania przyczynom chordb, a nie usuwania ich skutkéw.

Cykl zyciowy komérek podlega zlozonej regulacji, w ktérej bierze udzial wiele bialek
odpowiedzialnych za przekazywanie sygnaléw zewnatrzkomérkowych do wnetrza komé-
rek i ich jadra. Informacja genetyczna zakodowana w okoto 30 000 genach w ludzkim
genomie jest przepisywana w procesie transkrypcji na okoto 85 000 réznych czasteczek
mRNA. Sekwencja zasad w mRNA stuzy do syntezy biatek w procesie translacji. Trady-
cyjne farmaceutyki (zwiazki niskoczasteczkowe) zwykle oddziatuja bezposrednio z bial-
kiem odpowiedzialnym za powstanie okreslonej choroby. Leki antysensowe nowej gene-
racji sa komponowane tak, aby oddziatywac¢ z mRNA lub genem kodujacym dane biatko.
Zsekwencjonowanie ludzkiego genomu w Projekcie HUGO (Projekt poznania ludzkiego
genomu, ang. Human Genome Project), czy tez genomow bakteryjnych i wirusowych,
zaowocowalo istnieniem nieocenionego zZrddla dla projektowania lekéw antysensowych
bez potrzeby kompleksowych i dlugotrwalych analiz struktury docelowego biatka, co
jest niezbedne w konwencjonalnych metodach leczenia.

Antysensowe oligonukleotydy (ASO) sa to krétkie, jednoniciowe fragmenty kwaséw
nukleinowych, wigzace sie do DNA lub RNA, wzglednie biatka, na zasadzie hybrydyzacji
z wykorzystaniem wigzan wodorowych [1]. ASO sa projektowane tak, aby oddzialywaty
z sekwencja docelowa w sposdb specyficzny sekwencyjnie. ASO sa komplementarne do
sekwencji sensowej DNA lub RNA, wilasnie dlatego przyjeto nazywacd je ,antysensowymi
oligonukleotydami”. Hybrydyzacja ASO do wiasciwego fragmentu DNA lub mRNA moze
powodowaé zahamowanie procesu replikacji, transkrypcji lub translacji.

W 1977 r. Paterson, Roberts i Kuff po raz pierwszy opublikowali wyniki obserwacji,
z ktorych wynikalo, ze ekspresja genu (transkrypcja i synteza bialka) moze ulec zahamo-
waniu za pomoca egzogennego fragmentu jednoniciowego DNA komplementarnego do
sekwencji mRNA [2]. Rok pézniej Paul Zamecnik i Mary Stephenson, dodajac do ho-
dowli kurzych fibroblastéw zainfekowanych wirusem miesaka Rousa, 13-nukleotydowy
fragment DNA komplementarny do RNA wirusa, uzyskali zahamowanie powstawania
nowych czasteczek wirusa i transformacji nowotworowej komérek kurzych [3]. Byly to
pierwsze dane $wiadczace o mozliwo$ci zahamowania syntezy bialek za pomoca egzo-
gennych syntetycznych oligonukleotydéw o specyficznej sekwencji. Nieoceniony jest
réwniez udzial polskich zespoléw w narodzinach i rozwoju strategii antysensowych
oligonukleotydéw [4]. Obok pionierskich syntez modyfikowanych oligonukleotydéw oraz
dopracowania technologii ich wykorzystania, od wielu lat w grupie Steca trwaja badania
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w zakresie syntezy analogéw oligonukleotydéw [5-7], wiasciwosci fizykochemicznych
[8-10] oraz oddzialywania z wybranymi biatkami [11]. W chemicznej syntezie fragmen-
téw RNA i DNA zaslynely réwniez zespoly badawcze Kraszewskiego [12-16] i Markiewi-
cza [17-19]. Nalezy takze zwrdci¢ uwage na prace Jaskulskiego [20], Szczylika [21], Ra-
tajczaka [22], Skdrskiego [23] i Nieborowskiej-Skorskiej [24], ktérzy w bezposredni i za-
sadniczy sposob przyczynili sie do rozwoju strategii antygenowej. W naszej pracowni
stosujemy strategie antysensu do analizy mechanizméw regulatorowych biosyntezy
biatek w ukladzie roslinnym [25-27].

Mechanizm dzialania ASO

Zastosowanie oligonukleotydow oparte jest na zrozumieniu mechanizmu biosyntezy
biatka, poczawszy od regulacji, przez transkrypcje i translacje, az do potranslacyjnej
modyfikacji bialek i blokowania funkcji. W zalezno$ci od realizowanej koncepcji badaw-
czej, czy tez terapeutycznej, poszczegdlne drogi postepowania okreslane sa réznymi ter-
minami (ryc. 1):

1) Strategia antygenowa, polegajaca na oddzialywaniu ASO z komplementarnym
fragmentem dwuniciowej czasteczki DNA i zahamowaniu powstawania transkryptu
mRNA. Dzieje sie to poprzez stabilizacje trypleksu ASO/DNA przez wiazania wodo-
rowe miedzy zasadami trzeciej nici a zasadami purynowymi dwuniciowej czasteczki
DNA, tzw. wiazania Hoogstena. Utworzony trypleks moze inhibowac proces trans-
krypcji w zalezno$ci od miejsca hybrydyzacji poprzez uniemozliwienie tworzenia sie
kompleksu inicjujacego DNA-polimeraza lub przez zablokowanie odczytu informacji
DNA [28].

2) Strategia antysensowa, zazwyczaj stosowana do zahamowania translacji zsynte-
tyzowanego juz mRNA. W tym przypadku ASO przylacza sie do komplementarnego
fragmentu mRNA, tworzac dupleks z mRNA za pomoca wiazari typu Watsona-Cricka.
W ten sposéb dochodzi do zablokowania dostepu rybosomu do informacji zakodowa-
nej w mRNA. Dupleks DNA/mRNA moze réwniez aktywowac dzialanie endogenne-
go enzymu, RNazy H, ktéra przecina mRNA, uniemozliwiajac w ten sposéb proces
biosyntezy bialka przez degradacje matrycy.

3) Strategia rybozymowa, w ktérej ASO stosowane sa jako syntetyczne rybozymy — ka-
talityczne oligonukleotydy degradujace RNA. Skutkiem ich dzialania jest eliminacja
lub ograniczenie populacji czasteczek RNA niepozadanych w komérce [29]. Strate-
gia degradacji RNA jest ukierunkowana gléwnie na geny kodujace biatka onkogenne
[30], czynniki wzrostu, receptory powierzchniowe oraz na czasteczki przekazujace
sygnaly komérkowe [31]. Takze wirusowe RNA stanowia potencjalne sekwencje do-
celowe [32-35].
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4) Strategia aptamerowa, ktéra wykorzystuje krétkie fragmenty kwaséw nukleino-
wych (uzyskiwane droga selekcji in vitro), wykazujace wysokie powinowactwo i spe-
cyficznos¢ wiazania ze $cisle okre$lonymi biomolekutami. Okreélenie aptamer po-
chodzi od laciriskiego stowa ,aptus”, co oznacza ,pasowac” [36]. Aptamery moga
pehic role inhibitoréw biatek, ktérych funkcja jest rozpoznawanie i oddzialywanie
z kwasami nukleinowymi (np. polimeraz wirusowych), jak i biatek, ktére w warun-
kach fizjologicznych z RNA nie oddzialuja. Moga réwniez pelnic funkcje katalityczne
czy tez role ligandéw wiazacych inne molekuly, takie jak aminokwasy, nukleotydy,
antybiotyki czy witaminy. Do tej pory uzyskano bardzo wiele aptameréw wobec cale-
go szeregu molekul, poczawszy od malych nieorganicznych czasteczek, a skoriczyw-
szy na organizmach jednokomdérkowych [37].

W przypadku ASO obserwujemy ciekawa rozbiezno§é pomiedzy postepem badari
podstawowych a wdrozeniami pozornie ewidentnych efektéw do praktyki, szczegdlnie
do medycyny. Mozna przeciez domniemywac, ze skoro znamy fragment DNA odpowie-
dzialny za dana funkcje, to nic bardziej prostego niz wprowadzenie oligomeru, ktéry hy-
brydyzujac, zablokuje funkcje genu czy tez informacyjnego RNA. Takie dzialanie ma
miejsce i ten tok postepowania w pelni potwierdzaja prace eksperymentalne in vitro
z zastosowaniem ,,czystych” wyizolowanych czasteczek. Bardziej zlozona sytuacja ma
miejsce in vivo, zaréwno w ukladach komérkowych, a w szczegdélnosci w odniesieniu do
calego organizmu. Krétkie fragmenty naturalnych kwaséw nukleinowych, podawane do
komérki, sa natychmiast rozpoznawane przez system obronny i niszczone przez odpo-
wiednie enzymy, jak réwniez zachodza liczne oddzialywania konkurencyjne. Dlatego po-
szukujemy analogéw kwasow nukleinowych, ktérych czasteczki sa odporne na dziatanie
tych enzymow oraz spelniaja szereg innych wymagan stawianych terapeutykom, takich
jak latwe wnikanie do komdrki, niska toksyczno$c, wysoka specyficznosc i efektywnosé.

W zwiazku z tym mamy do czynienia z calym kompleksem kwestii:

1) Dostarczanie do zadanej tkanki oraz pobér odpowiedniej ilo§ci ASO przez
komérki. Oligonukleotydy obdarzone sg ujemnym tadunkiem, dlatego ujemnie natado-
wana powierzchnia komérki dziata ,,odpychajaco” i hamuje transport ASO przez blone
[38]. Ladunek oligonukleotydéw mozna modyfikowac przez sprzezenie ich z dodatnio
naladowanymi molekulami, np. polilizyna [39] lub awidyna [40]. Dla ulatwienia trans-
portu ASO przez blony komérkowe zaproponowano réwniez ich modyfikowanie zwiazka-
mi o charakterze lipofilowym, np. cholesterolem lub dlugotaricuchowymi alkoholami ali-
fatycznymi [28]. W latach siedemdziesiatych ubieglego stulecia rozwinieto technike po-
dawania lekéw w liposomach [38], pecherzykach o wielko$ci 0,01-1 pm wypelnionych
woda i otoczonych dwuwarstwa lipidowa, dzieki ktérej tatwo fuzjuja z blonami komdrek.

2) Stabilnosé ASO w komorce. Na niestabilno$¢ antysensowych oligonukleotydéw
po raz pierwszy zwrocit uwage Wickstrom, wykazujac, ze okres péitrwania ASO w oso-
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czu jest krotszy niz jedna godzina [41]. W pdZniejszym czasie wykazano, ze trwatos¢
ASO determinowana jest gléwnie odpornoscia na dzialanie enzymdéw, endo- i egzonu-
kleaz, ktére powoduja szybka degradacje ,obcego” DNA [42]. Zwiekszenie stabilnosci
ASO uzyskuje sie przez zastosowanie optymalnej dlugosci [43] lub wprowadzenie mody-
fikacji chemicznych, np. otoczenia atomu fosforu w pozycjach niemostkowych. Jest to
zamiana jednego z dwdch atomdw tlenu internukleotydowej grupy fosforanowej na atom
siarki (PS-oligonukleotydy, [4]) lub grupe metylowa (OMe-oligonukleotydy, [44]). Czes-
to stosowane sa réwniez pochodne 2’-metoksyetylowe (MOE) oraz analogi RNA, w kté-
rych w szkielecie cukrowo-fosforanowym rybozy wystepuje mostek metylenowy miedzy
dwoma atomami tlenu (LNA).

3) Reproduktywnos¢ dziatlania ASO. Problemy powtarzalnosci wynikéw otrzymy-
wanych z zastosowaniem strategii antysensu wynikaja gléwnie z rozpadu sekwencji
docelowej lub samego oligonukleotydu, niespecyficznej hybrydyzacji (przy wlasciwej
sekwencji), btednej hybrydyzacji, niespecyficznej aktywacji i (lub) blokowania aktyw-
nosci oraz efektu ubocznego produktéw degradacji. Sposoby wyjasnienia i w konsek-
wencji zapobiegania tym kwestiom sa nastepujace: zastosowanie trawienia enzymem
RNaza H, wykrywania produktéw degradacji oraz inhibicji syntezy (bialek lub kwaséw
nukleinowych) oraz brak efektu z bledna sekwencja antysensowego oligonukleotydu.

Droga do leku

Koncepcja strategii antysensowych oligonukleotydéw bezposrednio ukierunkowuje
nasze dzialania na potencjalne zastosowania terapeutyczne. Droga postepowania przy
opracowywaniu nowego leku jest w swej idei nader prosta (ryc. 2), jednakze techniczne
wykonanie jest skomplikowane i wymaga ztozonego (i bardzo kosztownego) oprzyrzado-
wania. W pracach in silico, czyli z wykorzystaniem zaawansowanych metod bioinforma-
tycznych i baz danych, opracowywana jest struktura kwasu nukleinowego i (lub) biatka
oraz komplementarny ASO. Ta wirtualna wersja eksperymentu jest weryfikowana in
vitro, czyli w probéwce. Jednakze etapem najbardziej kosztownym i faktyczna weryfi-
kacja stusznosci idei badacza jest realizacja systemow in vivo, a zatem badan przedkli-
nicznych i klinicznych. W przedklinicznej fazie badan obiecujacy zwiazek zostaje prze-
badany na zwierzetach doswiadczalnych. Szacuje sie, ze tylko 5 na 5 tysiecy substancji
leczniczych, nad ktérymi rozpoczyna sie prace, pomyslnie przechodzi te faze badan. Aby
mozliwe bylo dopuszczenie do obrotu substancji chemicznej jako leku, musi ona z suk-
cesem przejscé trzy podstawowe fazy badari klinicznych. Jesli okaze sie bezpieczna i sku-
teczna - zostaje zarejestrowana jako lek. Nie korczy to jednak procesu prowadzenia
badan klinicznych juz istniejacego leku. Pewne jego wlasciwosci (zaréwno pozytywne,
jak 1 negatywne) moga ujawniac sie dopiero w perspektywie wielu lat. Dlatego tez po
wprowadzeniu leku na rynek prowadzi sie dalsze badania kliniczne w obrebie dopusz-
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czonych wskazarn, czyli badania tzw. IV fazy. Szczegélowy opis trzech pierwszych faz

przedstawia ponizsza tabela.

Tabela 1. Trzy podstawowe fazy badani klinicznych (Zrédto: Food and Drug Administration)

Liczba Dlugosé Cel % substancji
pacjentéw badania badania zweryfikowanych
Faza I 20-100 k11k'anz'1sc1 bezpleczenstw‘o, wlasciwosci 70%
e miesiecy farmakokinetyczne
FazaIl @ do kilkuset do 2 lat . efek'tywn(,)sc 33%
i bezpieczernistwo
Faza kilkuset do bezpieczenistwo, efektywnos$é 0
11 Kilku tysiecy | L 128 oraz okreslenie dawki 25-30%

Globalne firmy farmaceutyczne szacuja, ze na wprowadzenie jednego nowego leku
potrzebne s3 naklady rzedu 3 mld zl, przy czym 70% nakltadéw pochtaniaja konicowe fazy
badarn klinicznych, 25% - pierwsze fazy badan klinicznych i przedkliniczne, a jedynie 5%
- odkrycie i badania wstepne (ryc. 2) [45].

WYBOR CELU

L

IDENTYFIKACJA SEKWENCJI
DOCELOWEGO GENU / mRNA

L

PROJEKTOWANIE ASO

{

SYNTEZA ASO

{

BADANIE EFEKTU ASO in vitro

4

SYNTEZAASO W DUzEJ SKALI ‘

{

PILOTOWE EKSPERYMENTY
in vivo

4

BADANIA PRZEDKLINICZNE

{

‘ BADANIA KLINICZNE FAZ |-l

L

!

REJESTRACJA

LEKU | WPRO-

WADZENIE GO
NA RYNEK

BADANIA
KLINICZNE
FAZY IV

5%

25%

70%

Ryc. 2. Schemat postepowania w celu
otrzymania leku antysensowego;
po prawej podano procent ogdlnych
kosztéw uzyskania leku dla kolejnych
faz procesu
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Wprowadzenie jednego nowego leku na rynek trwa przeszto 10 lat, na ktére skladaja
sie 4 lata prac nad odkryciem i badaniami wstepnymi oraz technologicznymi, 2 lata ba-
dan przedklinicznych i 4 lata badan klinicznych, po ktérych lek sie rejestruje i wprowa-
dza na rynek (1-2 lata).

Przyklady préb zastosowan klinicznych antysensowych oligonukleotydéow

Prace kliniczne, na réznych etapach, w odniesieniu do wielu zréznicowanych przy-
padkow sg szeroko realizowane. Lista wybranych, reprezentatywnych przykladéw zebra-

na jest w tabeli, a kilka zagadnieri omdéwiono bardziej szczegélowo.

Tabela 2. Przyktady badan klinicznych realizowanych w zakresie zastosowania ASO

Gen docelowy Firma Stan badan Choroba
Bcl-2 Genta faza LI czerniak, .przewlekla biataczka limfocy-
towa, szpiczak, rak gruczotu krokowego
c-Myb Genta faza I przewlekla biataczka szpikowa
badania L .
IGFBP2/5 Oncogenex przedkliniczne rak gruczotu krokowego, piersi, glejak
nowotwdr gruczotu krokowego, piersi,
Klasteryna Oncogenex  faza II niedrobnokomdrkowy rak ptuca
HSP27 Oncogenex | fazal nowotwdr gruczotu krokowego
PKCa Isis faza III niedrobnokomérkowy rak ptuca
STAT3 Isis badama‘ . ksenotransplantacje
przedkliniczne
Raf Isis faza II guz lity
Ras Isis faza II guz lity
Bclxl Isis badama‘ . ksenotransplantacje
przedkliniczne
Mcl-1 Isis badama. . ksenotransplantacje
przedkliniczne
Surwiwina Lilly/Isis faza I guz lity
. . badania .
elF4E Lilly/Isis przedkliniczne liczne nowotwory
. faza II guz mdzgu
TGF-beta2 Antisense - -
-beta Pharma faza 1 nowotwdr odbytnicy, ztosliwe guzy
mozgu i czerniak zloSliwy
XIAP Aegera faza I guz lity
. badania .
PKA Hybridon przedkliniczne ksenotransplantacje
Metylotransferaza | Methylgene faza II rozsiany rak nerki
Reduktaza .
rybonukleotydowa Lorus faza Il nowotwdr gruczotu krokowego
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Obecnie sprawdzane mozliwo$ci zastosowania terapii antysensowej dotycza gléwnie
onkologii, angioplastyki naczyn wiericowych, choréb neurologicznych oraz leczenia nie-
ktérych choréb wirusowych i pasozytniczych [46].

Aktywnosc przeciwnowotworowa ASO

Nowotwory to grupa chordb, w ktérych komdrki organizmu dziela sie w sposéb nie-
kontrolowany, a nowo powstate komdérki nowotworowe nie réznicujg sie w typowe tkan-
ki. Utrata kontroli nad podzialami jest zwigzana z mutacjami genéw kodujacych biatka
uczestniczace w cyklu komdrkowym. Mutacje te powoduja, ze komérka wcale lub nie-
wlasciwie reaguje na sygnaly pochodzace z organizmu. Teoretycznie zatem, antysenso-
we oligonukleotydy skierowane przeciwko specyficznym genom stanowia idealne narze-
dzie terapii przeciwnowotworowe;j.

Jako przyklad mozna przedstawic badania kliniczne (faza III), w ktérych stosuje sie
antysensowy DNA G3139 firmy Genta (Genasense, oblimersen sodu), hamujacy czyn-
nos¢ biatka antyapoptotycznego Bcl-2. Biatko to pomaga komérkom nowotworowym
uniknaé niszczenia przez chemioterapie. Stwierdzono, ze przez zahamowanie ekspres;ji
mRNA Bcl-2, oblimersen sodu czyni komdrki nowotworu bardziej podatnymi na che-
mioterapie i wywoluje apoptoze nawet w opornych na leki komérkach szpiczaka mno-
giego [47]. Ponadto stosowanie G3139 jednocze$nie z naswietlaniem wzmacnia jego
efekt antynowotworowy [48]. Mechanizm dziatania tego leku przedstawia rycina 3.
Dwie grupy badaczy: Chi oraz Winquist przedstawily w 2005 i 2006 r. rezultaty terapii
z uzyciem oligonukleotydu antysensowego OGX-011 firmy Oncogenex wobec mRNA
kodujacego klasteryne [49, 50]. Stwierdzono, ze poziom klasteryny wzrasta na wczes-
nym etapie rozwoju raka okreznicy i piersi. W ten sposéb nastepuje inhibicja pro-apo-
ptotycznego biatka Bax zwiazanego z Bcl-2, co skutkuje wydluzeniem przezycia komdérek
nowotworowych. OGX-011 jest 2’-metoksyetylowa pochodng tiofosforanowa ASO kom-
plementarnego do mRNA klasteryny. W fazie I badan klinicznych stwierdzono, ze OGX-
011 skutecznie obniza ekspresje klasteryny, nawet do 90%, zwiekszajac w ten sposéb
efektywno$¢ chemioterapii.

Niemieckie przedsiebiorstwo Antisense Pharma znane jest w Europie w dziedzinie
poszukiwania i komercjalizacji antysensowych lekéw w terapii nieuleczalnych choréb
nowotworowych. Najbardziej znanym preparatem jest AP 12009, obecnie w fazie II ba-
dar klinicznych, ukierunkowany na zlosliwe guzy mézgu oraz w fazie I badan klinicznych
w leczeniu nowotworu odbytnicy, trzustki i czerniaka zlosliwego. Lek ten ma za zadanie
hamowanie ekspresji genu kodujacego czynnik wzrostu nowotworu TGF-beta2, ktéry
jest odpowiedzialny za eksplozyjny wzrost guza oraz agresywne rozprzestrzenianie sie
komérek nowotworowych (przerzuty). Ponadto TGF-beta2 tworzy warstwe wokét guza,
chroniaca go przed dzialaniem systemu immunologicznego.
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Ryec. 3. Mechanizm dziatania antysensowego preparatu Genasense. Antysensowy DNA Gena-
sense degraduje mRNA kodujace biatko antyapoptotyczne Bcl-2 pomagajace komorkom
nowotworowym unikna¢ niszczenia przez chemioterapi¢. Heterodupleks Genasense/mRNA
aktywuje enzym RNazg H, ktory powoduje degradacj¢ mRNA Bcl-2 i obnizenie produkcji
biatka Bcl-2.
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Ryc. 4. Mechanizm dziatania antysensowego preparatu AP 12009. A. Guzy produkuja duze
ilosci czynnika wzrostu nowotworow TGF-beta. Biatko to generuje warstwg ochronna ota-
czajaca guz i chroniaca go przed dziataniem systemu odpornosciowego. TGF-beta powoduje
rowniez powstawanie przerzutow. B. Lek antysensowy przeciwko TGF-beta specyficznie
blokuje ekspresj¢ czynnika wzrostu nowotworéw TGF-beta, powodujac rozbicie warstwy
ochronnej guza. Zaktywowany system odpornosciowy penetruje nowotwor i niszczy komorki
rakowe poprzezich lizg. Przerzuty rowniez sa hamowane.
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Antysensowy lek AP 12009, blokujac powstawanie czynnika TGF-beta2, rozbija
warstwe ochronna. W rezultacie rozwdj guza zostaje zahamowany, a uktad odpornoécio-
wy organizmu zwalcza komérki nowotworowe (ryc. 4).

Antisense Pharma bada réwniez potencjalne antysensowe leki: AP 11014 (I faza ba-
dari klinicznych) oraz AP 15012 (badania przedkliniczne) ukierunkowane na nowotwory
ptuc i gruczotu krokowego.

Wydaje sie, ze oligonukleotydy typu antysens moglyby stanowic¢ dobre narzedzie
terapii genowej do obnizania oporno$ci wielolekowej, ktéra pozwala ,przezy¢” chemio-
terapie komérkom nowotworowym [51]. W badaniach na liniach komérkowych raka jaj-
nika opornych na chemioterapie z powodzeniem stosowano ASO w stosunku do mRNA
kinazy proteinowej C aib [52]. Ekspresja tego enzymu wiaze sie z opornoscia wielole-
kowa.

Przyklady ASO, ktére znalazly zastosowanie w przedklinicznych lub klinicznych eta-
pach terapii przeciwnowotworowej, zostaly zebrane w tabeli 1 [1, 53].

Aktywnosc przeciwwirusowa ASO

Trwaja réwniez badania zmierzajace do zastosowania ASO w celu zahamowania re-
plikacji wiruséw szkodliwych dla roslin, zwierzat i ludzi. Dotychczas tylko jeden lek
oparty na ASO (Vitravene) wykorzystywany jest w leczeniu choroby oczu wywolanej
przez cytomegalowirusy (CMV) u pacjentéw z AIDS [54, 55]. Jednak nowa metoda le-
czenia AIDS - HAART (ang. Highly Active Anti-Retroviral Therapy) skutecznie zapo-
biega zapaleniom siatkéwki i popyt na lek ASO jest ograniczony [56].

Proponowana jest takze terapia genowa w przypadku wirusa uposledzenia odpor-
nosci (HIV). W terapii tej zaklada sie zablokowanie ekspresji okres§lonych genéw w ko-
morkach zainfekowanych wirusem HIV [57] lub wstrzymanie replikacji samego wirusa
w zainfekowanym ukladzie biologicznym za pomoca antysensowych oligonukleotydéw
RNA (lek VRX496 firmy VIRxSYS w fazie I badan klinicznych) [58].

W 2006 roku opublikowano réwniez wyniki badan z zastosowaniem strategii anty-
sensowej w leczeniu infekcji wirusem Ebola (EBOV) z uzyciem tiofosforanowych oligo-
meréw morfolinowych (PMO). PMO komplementarne do wirusowych mRNA koduja-
cych biatka VP24 i VP35 wykazaly dzialanie ochronne przed infekcja EBOV u 75% pacjen-
téw [59].

W 2006 roku opublikowano réwniez doniesienie o wyselekcjonowaniu ASO DNA
specyficznie inhibujacych dzialanie receptora asialoglikoproteinowego (ASGRP), ktéry
bierze udzial w przytaczaniu wirusa zapalenia watroby typu B (HBV) do hepatocytéw.
W badaniach tych wyselekcjonowano ASO, ktére redukowaly poziom DNA wirusa,
poziom antygenu powierzchniowego wirusa (HbsAg) oraz poziom antygenu ,e" wirusa
(HbeAg) [60].
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Najnowsze badania dotycza réwniez wykorzystania wektoréw wirusowych kodujacych
sekwencje antysensowych oligonukleotydéw. Badania takie wykonywano miedzy innymi
na liniach komérkowych zakazonych wirusem brodawczaka ludzkiego typu 16 (HPV).
Zakazenie typem HPV 16 moze prowadzi¢ do niekontrolowanych podzialéw komor-
kowych nabtonka szyjki macicy, czego skutkiem moze byc rak szyjki macicy. W bada-
niach zastosowano wektory pochodzace z wirusa opryszczki pospolitej (HSV) dla eks-
presji antysensowego RNA komplementarnego do genu E7 HPV-16. Stwierdzono, ze
konstrukty takie skutecznie inhibuja ekspresje tego onkogenu [61].

Aktywnosc terapeutyczna ASO w chorobach naczyn krwionosnych

W chorobach naczyn krwionos$nych wystepujg zmiany degeneracyjne, zapalne i za-
krzepowe, powodujace zwezenie lub niedroznosc swiatla naczyn, a co za tym idzie za-
burzenia ukrwienia w obszarach zaopatrywanych przez te naczynia.

Trwaja badania kliniczne (faza II) w przypadku zastosowania leku ISIS 301012 firmy
Isis. Jest to ASO zawierajacy modyfikacje 2’-0-metoksyetylowe rybozy, ktére zwiekszaja
powinowactwo do docelowej czasteczki oraz lepsze wchianianie leku. ISIS 301012 po-
woduje inhibicje ekspresji apolipoproteiny B (ApoB), odpowiedzialnej za transport
cholesterolulipoprotein o niskiej gestos$ci (LDL) do tetnic. Wskutek tego nastepuje gro-
madzenie sie cholesterolu w blonie wewnetrznej tetnic, co moze prowadzi¢ do
miazdzycy tetnic. Stwierdzono, ze ISIS 301012 powoduje skuteczne obnizenie poziomu
LDL [62].

W maju tego roku dwie amerykariskie firmy, Bristol-Myers Squibb Company oraz
Isis Pharmaceuticals, przystapily do wspélpracy w celu wynalezienia i komercjalizacji
nowego antysensowego leku nakierowanego na PCSK9 - chorobotwodrcza glikoproteine,
ktorej wysoka ekspresje stwierdza sie w watrobie, jelitach i nerkach. Jak wykazano
w modelu doswiadczalnym, nadmierna ekspresja PCSK9 w mysiej watrobie powoduje
zwiekszenie stezenia cholesterolu we krwi [63].

Aktywnosc terapeutyczna ASO w innych chorobach cywilizacyjnych

Lodzcy badacze, pod kierunkiem Nawrot, poszukujg aktywnych fragmentéw kwaséw
nukleinowych (DNA lub RNA) skutecznych w hamowaniu biosyntezy bialka beta-sekre-
tazy, ktére jest znamienne dla rozwoju choroby Alzheimera.

Australijska firma Antisense Therapeutics Limited, ktérej celem jest tworzenie,
udoskonalanie oraz komercjalizacja nowoczesnych antysensowych terapeutykéw, testu-
je obecnie dwa leki: ATL1102 oraz ATL1103.

ATL1102 jest preparatem nakierowanym na stwardnienie rozsiane (SM) (I faza ba-
dari klinicznych) oraz astme (badania przedkliniczne). SM jest choroba osrodkowego
ukladu nerwowego, objawiajaca sie licznymi zaburzeniami neurologicznymi. SM wyste-
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puje z czestoscig 30-100 zachorowan na 100 000 mieszkaricéw. W tradycyjnym leczeniu
SM stosuje sie wylacznie postepowanie objawowe. Antisense Therapeutics proponuje
zastosowanie inhibitora CD49d (podjednostki VLA-4, tzw. p6Znego antygenu wytwarza-
nego przez leukocyty, ktérych zadaniem jest ochrona organizmu przed patogenami
takimi jak wirusy i bakterie). W stanach zapalnych leukocyty przenikaja z krwi do chorej
tkanki, w przypadku SM do centralnego uktadu nerwowego, a w przypadku astmy — do
pecherzykéw plucnych. Inhibicja VLA-4 moze zahamowaé wnikanie leukocytéw do
zmienionych chorobowo tkanek, zatrzymujac w ten sposéb rozwdj choroby. Takie efek-
ty uzyskano w wielu modelach zwierzecych choréb zapalnych.

ATL103 jest preparatem antysensowym, obecnie w fazie badani przedklinicznych,
z potencjalnym zastosowaniem w leczeniu zaburzen widzenia i akromegalii (choroby
spowodowanej nadmiernym wydzielaniem hormonu wzrostu). ATL103 ma za zadanie
hamowanie ekspresji receptora hormonu wzrostu, obnizajac w ten sposéb poziom hor-
monu wzrostu we krwi.

W pazdzierniku tego roku naukowcy z University of California, San Diego (UCSD)
School of Medicine, the Center for Neurologic Study oraz Isis Pharmaceutical opubli-
kowali wyniki badari terapii molekularnej w modelu zwierzecym ASL (stwardnienie
zanikowe boczne). ASL jest najczestszym schorzeniem paralitycznym dorostych prowa-
dzacym w ciagu 3-5 lat do paralizu mie$ni oddechowych i $mierci [64]. Ponury rozglos
ASL zyskato w roku 1941 w USA, gdy stalo sie przyczyna $mierci jednego z najwybit-
niejszych sportowcéw amerykariskich, baseballisty Henry’ego Louisa (Lou) Gehriga,
znanego jako Iron Horse (Zelazny Kori) - stad schorzenie to jest takze znane jako ,,cho-
roba Lou Gehriga”. ASL wystepuje dos$é rzadko (1-3 nowe zachorowania/100 tysiecy
mieszkaricéw/rok), ale jest chorobg calkowicie nieuleczalng i staje sie przyczyng co
osiemsetnego zgonu [65]. Grupa prof. Clevelanda wykazata, ze lek antysensowy moze
by¢ dostarczony do mézgu i rdzenia kregowego przez plyn mézgowo-rdzeniowy w daw-
kach, ktére spowalniaja rozwdj choroby u myszy [66].

W listopadzie tego roku przodujaca amerykanska firma, Isis Pharmaceuticals, Inc.,
produkujaca nowe leki oparte na technologii RNA, przystapila do projektu poszukiwania
skutecznego farmaceutyku ASO nakierowanego na choroby zwiéknieniowe, w tym réw-
niez na bliznowacenie, ktdra jest grozna chorobg skory uwarunkowang genetycznie.

Podsumowanie

Celem, a moze wrecz marzeniem, kazdego lekarza jest usuwanie przyczyn, a nie
skutkéw choréb. Profilaktyka daje znacznie lepsze efekty niz terapia. Wspdélczesna wie-
dza o strukturze molekutl uczestniczacych w procesach chorobotwdrczych daje podsta-
wy do optymizmu. Znamy juz przeciez genomy wielu bakterii, wiruséw i ssakéw. Inten-
sywnie badane s3 bialka, ktére odgrywaja réwnie istotng role jak kwasy nukleinowe.
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Koncepcja zahamowania funkcji zdefiniowanej czasteczki jest bardzo klarowna i nie bu-
dzi zadnych obiekcji. Trudno$ci i watpliwosci zwigzane sg z techniczng realizacjg tego
zadania: sposéb dostarczenia ,,do celu” aktywnej molekuly, jej dezintegracja i produkty
rozpadu, aktywnosci uboczne czy tez oddzialywania z innymi czasteczkami.

Strategie antysensowe sa trudne w zastosowaniu, bowiem szereg czynnikéw warun-
kuje sukces takiej koncepcji modyfikowania szlaku metabolicznego. Jednakze wiele
waloréw tej technologii pozwala sadzié, ze medyczne zastosowania beda coraz pow-
szechniejsze. Bowiem choroby cywilizacyjne (AIDS, nowotwory, choroby ukladu kraze-
nia) nadal stanowia otwarte wyzwanie dla nauki XXI wieku.

Nalezy jednak pamietad, ze szczegdlnie przy stosowaniu ASO w komérkach, efekty
terapeutyczne moga by¢ wynikiem zaréwno bezposredniego dzialania antysensowych
oligonukleotydéw na sekwencje docelowa lub tez moze dochodzic¢ do aktywacji mecha-
nizmdéw, takich jak RNAI (interferencja RNA) czy aptameréw. W pierwszym przypadku
degradacja docelowego mRNA moze by¢ indukowana wprowadzeniem (lub synteza)
RNA o homologicznej sekwencji. Ponadto ASO zastosowany w celu zahamowania bio-
syntezy okreslonego biatka poprzez hybrydyzacje z odpowiednim mRNA i jego degra-
dacje moze okazac sie aptamerem dla zupelnie innego biatka. W pewnych przypadkach
aptameryczny efekt dzialania oligonukleotydu moze wzmacniac jego dzialanie antysen-
sowe, ale moze réwniez powodowac zdecydowanie negatywne skutki, szczegdlnie przy
dlugotrwalym podawaniu antysensowego specyfiku.

Praca finansowana z grantu MNiSW nr PZB-MNiSW-2/3/2006
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Civilization diseases
— therapeutic application of antisense strategy

Modulation and regulation of biosynthesis process by means of antisense oligonucleotides lay
the foundation for new therapeutic strategies, among others against cancer, viral or angio-
genesis diseases. The aim of this account is the presentation of molecular basis of antisense
strategy and mechanism of action of antisense oligonucleotides. Furthermore we present the
state of art in clinical studies of application of antisense oligonucleotides in some of civilization
diseases.

Key words: civilization diseases, antisense oligonucleotides, novel therapies
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